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博士の学位論文審査結果の要旨 
 
Identification of human papillomavirus (HPV) 16 DNA integration and the 
ensuing patterns of methylation in HPV-associated head and neck squamous 
cell carcinoma cell lines 
(ヒトパピローマウィルス(HPV)関連頭頸部扁平上皮癌細胞における HPV16 型
DNA のヒトゲノムへの組み込みと，それに伴う DNA メチル化変化の検討) 
 
【発表要旨】 
頭頸部癌は全癌中6番目に多い癌である.頭頸部癌の中でも,中咽頭癌症例の増加
は近年著しいものがあり，これは,ヒトパピローマウィルス(HPV)関連中咽頭癌
が世界的に増加してきていることが主な原因と考えられている. HPV 関連中咽
頭癌ではHPVゲノムのヒトゲノムへの組み込みが発癌に重要であると考えられ
ているが，組み込みに伴うエピゲノム変化には不明な点が多い.本研究では HPV
関連頭頸部癌細胞株に対して次世代シークエンサーによる解析にターゲット濃
縮手法を組み合わせることで，HPV ゲノムの組み込み部位を詳細に解析し，続
いて組み込みに伴う HPV ゲノム及びその近傍のヒトゲノムの DNA メチル化レ
ベルの変化についてバイサルファイトパイロシークエンス法を用いて解析した. 
次世代シークエンサーによる解析結果の平均リード長は 418.18bp，平均リード
精度は 31.30 であった.UPCI:SCC090 では染色体 2q23,3p12,6p21,9q22 に，
UPCI:SCC152 では染色体 2q23,3p12,9q22,9q31 に，UPCI:SCC154 では染色体
21q21 にそれぞれ組み込みを認めた.バイサルファイトパイロシークエンスの結
果，個々のリード毎の組み込まれた HPV ゲノムと隣接したヒトゲノムには有意
な相関関係を認めた.アリル特異的メチル化解析の結果，隣接したヒトゲノムの
メチル化レベルが高い部位に組み込まれたHPVゲノムは高度にメチル化されて
おり，その反対に隣接したヒトゲノムのメチル化レベルが低い場所では組み込
まれた HPV ゲノムのメチル化レベルも低い傾向を示していた. 
本研究は HPV 関連頭頸部癌において組み込まれた HPV ゲノムと隣接するヒト
ゲノムのメチル化傾向を調べた新規の報告である.今後は今回解析した DNA メ
チル化の変化のみでなく，HPV 組み込みに伴うヒストン修飾やクロマチン構造
等のエピゲノム変化を包括的に解析し，今後ますます増加の一途をたどると考
えられているHPV関連頭頸部癌の発癌機構解明への足がかりとしていきたいと
考えている. 
 
審査に当たり上記内容が発表され,続いて以下の質疑応答が行われた.以下回
答とともに箇条書きにして記す. 
 
まず副査の宮城教授の質問に対し,以下の回答がなされた. 
 
1.HPV が持続感染した結果ヒトゲノムへ組み込まれるが,組み込みが生じても
発癌する人といない人がいる.本研究はその差異について解明を行うことが
目的ととらえてよいか？ 
HPV 関連頭頸部癌については近年 HPV のヒトゲノムへの組み込みそのものが
発癌に関与すると報告された.しかしながら,HPV が組み込まれても発癌する
人としない人がいるため,HPV の組み込み,というゲノム上の変化だけでは不
十分ではないかと考えた.そのため,組み込みに伴うエピゲノム変化に着目
し,今回は組み込みに伴う DNA メチル化の変化の検討を行った. 
 
2.Microhomology が組み込みの一つのポイントと考えているのか？ 
HPV 関連頭頸部癌についてゲノムワイドに解析を行った報告は現時点ではわ
ずかにしか認めていないが,現段階では特定の遺伝子,いわゆる”Hot Spot”と
呼ばれる部位は解明されていない.そのため,組み込み部位についてはランダ
ムであると考えられているが,特定の部位には組み込まれなくとも,個々の
HPV の組み込み部位には microhomology を介するといった,共通の組み込みの
特徴があるのではないか,と考えている. 
 
3.本研究は（HPV の発癌遺伝子と考えられている）E6,E7 の不活化へ繋がるて
がかりとなりうるか？ 
一つの検体に複数のHPV組み込み部位が存在していることが多いため,これま
でに報告されている主に PCR-based のメチル化の測定では個々の組み込み部
位のメチル化が平均化されていた.われわれの実験系では組み込み部位特異
的なメチル化率の測定を可能とすることができるという利点があるが,複数
の組み込み部位が存在するなかで,個々のリード毎のE6,E7の発現を測定する
ことができないため,現段階では直接的にE6,E7の不活化まで繋げることはで
きないと考えている. 
 
4.浸潤癌になる前の異形成の状態を頭頸部癌では診断することは可能か？ 
HPV 関連頭頸部癌では，子宮頸癌に対する子宮頸部異形成に該当するような異
形成病変の報告はない.本研究ではHPV関連頭頸部癌細胞株にいずれもゲノム
ワイドな低メチル化を認めていたため,今後エピゲノム変化がHPV関連頭頸部
癌における前癌病変の解明へと繋げていくことができればよいと考えてい
る. 
 
続いて副査の來生准教授の質問に対し,以下の回答がなされた. 
 
1.今回の発表では HPV の組み込み部位は exon には認めなかったとのことだ
が,他癌腫でも組み込みは exon に認めていないのか？ 
同じ HPV感染によって生じる子宮頸癌のゲノムワイドな解析では exonへの組
み込みは報告されていた. 
 
2.今回解析に再発症例の細胞株をサンプルとして選択していることには何か
意図があるのか？ 
同一症例における原発巣と再発巣における HPV の組み込み部位や DNA メチル
化の傾向に違いがあるのかを調べる目的で本細胞株を選択した. 
 
3.細胞株ではなく臨床検体からレーザーマイクロダイセクション等でゲノム
を抽出して施行したほうがよりよいのではないか？ 
次世代シークエンサー(NGS)を用いた HPV 組み込み部位の解析,という目的に
対しては現状ではホルマリン固定された(FFPE)検体からレーザーマイクロダ
イセクションでサンプルを抽出する方法での解析はサンプルの質の問題から
困難と考えている.今後臨床検体で同様の解析を行う場合に備え,現在は
fresh frozen でのサンプルを集めるようにしている. 
 
4.一般的に癌における再発症例では変異の数が増えることが言われている
が,HPV 関連頭頸部癌の場合,ウィルスの組み込みの数に変化はあるのか？ 
同一患者からの原発巣と再発巣,もしくは原発巣と転移巣を比較した報告は
われわれの渉猟した限りでは認めなかった.今回の検討では組み込み部位は
原発巣（UPCI:SCC090）と再発巣（UPCI:SCC152）ではほぼ同様であり,本研究
のサンプルについてはHPVの組み込みが新規に増えるのではなく,同一細胞の
clonal expansion によるものではないかと考えている. 
 
5.正常扁桃組織の HPV 感染率はわかっているのでしょうか？ 
渉猟した限りでは正常扁桃組織の HPV 感染率に関して検討した報告は認めな
かった.HPV 関連頭頸部癌については現時点では持続感染が生じる機序の段階
でわかっていない状況である. 
 
最後に主査の大保教授の質問に対し,以下の回答がなされた. 
 
1.本研究の細胞株には DNA Methyltransferase (DNMT)の何番が発現している
のか？ 
既報では DNMT１が関与するという報告がある,今回のサンプルに関しては
DNMT の発現は測定していない.今後検討していきたい. 
 
2.今回は組み込みとcisに生じるメチル化について検討を行っているが,発癌
のメカニズムとしては cis, trans どちらの可能性が高いと考えているのか？ 
HPV 発癌のメカニズムとしては言われていることは E6 が p53,E7 が Rb の発現
を抑制という機構であるが,それぞれの遺伝子の近傍にHPVが組み込まれるわ
けではないため,発癌機構としては trans に作用していると考えている. 
 
3.一般的に癌抑制遺伝子のプロモーターの高メチル化が発癌に関与するとの
ことだが,プロモーターのメチル化率と遺伝子発現をみる際にCpGの凝集の程
度を調べた報告はあるのか? 
われわれの渉猟する限りではメチル化率と遺伝子発現量,CpG の凝集の程度に
ついては報告されていなかったが,癌腫,または個々の遺伝子により異なると
考えられる.本研究の細胞株ではプロモーター領域にHPVの組み込みは認めて
いないが,この点については今後検討していきたい. 
 
4.本研究の新規性はどの点にあると考えているか？ 
われわれの渉猟する限りでは HPV 関連癌において組み込みに伴う DNA メチル
化の傾向に関しての報告は今までに認めていないため,本研究が新規の報告
と考えている. 
 
以上,審査発表,質疑応答は適切になされた.また学位研究報告書の内容も質
疑応答の結果をふまえ適切に改定されている.結果,本論文は横浜市立大学博
士（医学）の学位に値する研究成果を示したものと判断された. 
 
 
